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Referat: 
 
Die vorgelegten Untersuchungen beschäftigten sich mit dem Einfluss von 
Intermediärfilamenten auf Morphologie, Volumen und Zelldichte der Astrozyten im 
Hippokampus im Altersgang der Maus.  
Dafür wurden geeignete astrozytäre Nachweismethoden ausgewählt. Zur Bestimmung 
der astrozytären Zellvolumina wurde nach der Behandlung der Schnitte mit Golgi-
Silberimprägnationstechnik mittels LSM-Bearbeitung eine Zellvermessung 
durchgeführt. Die Grundlage der hippokampalen Zellzählung stellten 
immunhistochemische Nachweisverfahren basierend auf S100β-Antikörper-Markierung 
der Astrozyten dar. Hierbei wurden Wildtyp- und GFAP-/--Vimentin-/--Tiere 
unterschiedlichen Alters im Vergleich untersucht. 
Mit Hilfe der gewonnenen Untersuchungsergebnisse wurde der Überlappungsgrad der 
Astrozyten-Domänen im Hippokampus anhand des von ihnen okkupierten Volumens 
(Soma und alle Fortsätze) ermittelt. Das okkupierte Volumen ist der Raum, über den 
sich die Fortsätze der Gliazellen erstrecken und der deutlich größer ist als das 
zytoplasmatische Volumen. 
Ausgehend von der für die Neuronen lebensnotwendigen astrozytären Versorgung 
kommt dem Grad der Überlagerung der Gliazellen im ZNS eine entscheidende Rolle zu. 
Der ermittelte Überlappungsgrad (<1) weist auf eine kritische astrozytäre 
Versorgungsleistung der Neuronen im Hippokampus hin. 
Dies könnte unter pathologischen Umständen zu der bekannten starken Vulnerabilität 
der Nervenzellen im Hippokampus beitragen. 
 
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse lässt sich feststellen dass das Volumen der 
benachbarten Astrozyten-Domänen bei den Doppel-Knock-out-Tieren, besonders bei 
    
 
den juvenilen Tieren, durch die fehlenden Intermediärfilamente deutlich kleiner ist als 
das der Wildtyp-Tiere. 
Demgegenüber zeigten sich bei den ermittelten Resultaten der Astrozytendichte im 
Hippokampus zwischen den einzelnen Gruppen keine wesentlichen Unterschiede. 
Der aus beiden Faktoren berechnete Überlappungsfaktor war demzufolge in den 
Gruppen der Doppel-Knock-out-Tiere kleiner.  
Schlussfolgernd kann man von einer durch das Fehlen der Intermediärfilamente 
verminderten neuroprotektiven Funktion der Astrozyten ausgehen.  
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1 Einleitung 
1.1 Gliazellen 
Das Nervensystem besteht aus Neuronen und Gliazellen. Rudolf Virchow verwendete 
erstmals den aus dem Griechischen stammenden Begriff Glia (=Kitt). Dieser Ausdruck 
trägt dem dichten und faserigen Charakter des interneuronalen Gewebes Rechnung. 
Gliazellen liegen in unmittelbarer Nachbarschaft der Neuronen und treten mit ihnen in 
engen Kontakt. Sie sind für die Funktionsfähigkeit der Neuronen unerlässlich, da sie für 
die Aufrechterhaltung der Umgebungshomöostase der Nervenzellen verantwortlich sind 
(Roitbak 1983). Des Weiteren sind sie in der Lage, ihre Form zu verändern, zu wandern 
sowie nach Schädigungen zu proliferieren. 
Die Neuroglia wurde lange Zeit nur als Binde- und Stützgewebe des Nervensystems 
angesehen; später wurde entdeckt, dass diese Zellen vielfältige physiologische 
Aufgaben erfüllen. 
Die Einteilung der Neuroglia erfolgt grundsätzlich in periphere und zentrale Gliazellen, 
welche sich durch Funktion und Morphologie unterscheiden. Zur Gruppe der peripheren 
Gliazellen, deren Ursprung auf die Neuralleiste zurückgeht, gehören Schwannzellen und 
Satellitenglia. Demgegenüber entstammen die zentralen Makrogliazellen wie die 
Neuronen aus dem Neuralrohr. Darüber hinaus gibt es noch die Mikrogliazellen, die 
mesodermalen Ursprungs sind. Die Anzahl von Gliazellen übertrifft die der Neuronen 
deutlich, in bestimmten Regionen der weißen Substanz des ZNS sind 90% der Zellen 
Gliazellen 
Man unterscheidet fünf Gliazelltypen mit jeweils differenzierten Aufgaben. Die 
Oligodendrozyten sind für die Markscheidenbildung verantwortlich; die Ependymzellen 
kleiden die inneren Liquorräume aus. Die Mikro- oder Mesoglia werden auch als 
Hortegazellen bezeichnet, entsprechend ihrer ursprünglichen Funktion als in das ZNS 
eingewanderte Makrophagen übernehmen sie Phagozytose sowie Immunabwehr im 
zentralen Nervensystem. 
Als weiterer Gliazelltyp sind die Pituizyten der Neurohypophyse zu erwähnen, deren 
Funktion noch nicht umfassend geklärt ist. Zur Neuroglia gehört schließlich die Gruppe 
der Astrozyten, welche im Zentrum der folgenden Arbeit stehen. 
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1.1.1 Astrozyten 
Charakteristisch für die Morphologie der Astrozyten ist eine sternförmige Struktur mit 
zentral liegendem Soma und großem runden Nukleus sowie von diesem strahlenförmig 
ausgehende, unterschiedlich lange und verzweigte Zytoplasmafortsätze. 
Aufgrund ihrer Lokalisation und Morphologie können verschiedene Astrozyten-
Subtypen unterschieden werden. Protoplasmatische Astrozyten sind in der grauen 
Substanz lokalisiert. Sie weisen kurze plumpe Fortsätze mit variabler Verzweigung auf. 
Die fibrillären Astrozyten der weißen Substanz besitzen lange dünne und unverzweigte 
Fortsätze mit einem hohen Gehalt an Intermediärfilamenten (Kettenmann  et al. 2005). 
Man vermutet fließende Übergänge zwischen den verschiedenen 
Astrozytensubpopulationen (siehe Abb. 1). 
 
 
Abb. 1: Vergleich der Astrozyten 
Abhängig von ihrem Vorkommen und ihrer Morphologie unterscheidet man verschiedene Astrozyten-
Subtypen. In a wird ein fibrillärer, in b ein protoplasmatischer Astrozyt gezeigt.  
 
Die Ausrichtung der Astrozyten im Gewebeverband ist polar. Eine Seite bildet die 
Membrana limitans gliaes perivascularis entlang benachbart liegender Blutgefäße aus, 
die andere Seite stellt den Kontakt zu den Neuronen her. 
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Aufgrund der vielgestaltigen Wechselwirkungen zwischen Astrozyt und Neuron geht 
man heute von einer funktionellen Einheit zwischen beiden aus (siehe Abb. 2). 
 
1.1.1.1 Funktionen der Astrozyten 
Eine zentrale Bedeutung der Astrozyten besteht in der Entwicklung und 
Aufrechterhaltung der dreidimensionalen Gewebestruktur des ZNS, jedoch geht ihre 
Funktion weit über eine passive Stützfunktion hinaus. 
Funktionen der Astrozyten sind: 
• Homöostase des Extrazellulärraumes und Modulation der neuronalen 
Aktivität durch Kontrolle des Kalium- und Glutamathaushaltes (Oliet et al. 
2004) 
• Synthese antioxidativer Substanzen 
• Steuerung der neuronalen Stammzellendifferenzierung 
• Regulation der Synapsenbildung und Interaktion zwischen Neuronen 
(Bergles et al. 1999). Über diesen Mechanismus kommt es zur Förderung 
bzw. Hemmung von Lernprozessen (Candle 2006). 
• Ausbildung von perivaskulären Fortsätzen zum Aufbau der Blut-Hirn-
Schranke und Versorgung der Neuronen mit Nährstoffen sowie Abtransport 
von Stoffwechselprodukten 
Abb. 2: Bipolare Ausrichtung eines Astrozyten 
Die charakteristische bipolare Ausrichtung eines Astrozyten dient der Herstellung einer funktionellen 
Einheit zwischen Astrozyt, Blutgefäß und Neuron (Silbernagel 1996). 
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Im Gegensatz zu den Neuronen sind die Astrozyten lebenslang zur Proliferation fähig. 
Bei Verletzungen sowie degenerativen Prozessen des ZNS werden die Reste zerstörter 
Zellen durch die Gliazellen abgebaut und die entstehenden Zwischenräume mit 
proliferierenden Gliazellen aufgefüllt. Es entsteht eine Glianarbe (Korr 1982). 
Bei chronischen Lebererkrankungen, wie z.B. der Leberzirrhose, bei Hepatitis C sowie 
chronischem Alkoholabusus, kommt es zu einer Erhöhung der 
Ammoniumkonzentration im Blut. Diese Konzentrationserhöhung führt sekundär zu 
Neurotoxizität und einer reaktiven Astrogliose (Dlugos et al. 2001). 
Aufgrund dieser neuropathologischen Veränderungen kommt es einerseits zu 
unkontrollierten krampfartigen Entladungen (epileptischen Anfällen), andererseits zu 
einer direkten astrozytären Schädigung, welche sich in einem gestörten 
Energiemetabolismus äußert (Seifert et al. 2002). 
Ein weiteres Beispiel für die Störung der Astrozytenfunktion ist die 
Alexanderkrankheit. Durch einen Defekt auf Chromosom 17 kommt es zur Expression 
von fehlerhaften GFAPs (Brenner et al. 2001). 
Die betroffenen Kinder fallen durch mentale und psychomotorische Retardierung sowie 
eine stark reduzierte Lebenserwartung auf. Charakteristisch im neuropathologischen 
Befund sind die Rosenthal-Fasern, astrozytäre Einschlusskörperchen. Diese sind im 
gesamten ZNS und im Besonderen periventrikulär sowie in der Nähe von Blutgefäßen 
lokalisiert (Messing et al. 2001). 
 
 
1.1.1.2 Reaktive Astrozyten 
Im Falle einer neuronalen Schädigung, wie z.B. durch Ischämie, Hypoxie, Tumore und 
allgemeine neurodegenerative Erkrankungen, kommt es zu einer reaktiven Gliose, einer 
Aktivierung der Astrozyten. Hauptcharakteristika der reaktiven Astrozyten sind die 
Hypertrophie ihrer Ausläufer sowie die Hochregulation der Expression ihrer 
Intermediärfilamente wie z.B. GFAP (Pekny et al. 1999).  
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Abb. 3: Transformation eines Astrozyten  
Transformation eines Astrozyten in seine aktive Form durch pathologische ZNS-Vorgänge (Sun et al. 
2012) 
 
Synaptoneogenese und Proliferation werden über eine von reaktiven Astrozyten 
gesteuerte Synthese von extrazellulären Matrix- und Zelladhäsionsproteinen gesteuert 
(Represa et al. 1994). Gleichzeitig zeigen reaktiv veränderte Astrozyten, beispielsweise 
im geschädigten Nervus opticus, eine veränderte Expression von Rezeptorsubtypen 
(James et al. 2001). 
Diese Einflüsse reaktiv veränderter Astrozyten (siehe Abb. 3) können sowohl 
neuroprotektive als auch neurodegenerative Auswirkungen haben. Einerseits kommt es 
zur Isolation geschädigter Areale, andererseits kann es durch überschießende gliale 
Proliferation zu einer deutlichen Behinderung von Reparaturvorgängen sowie 
neuronaler Regeneration kommen (Fitch et al. 2008). 
Nach Norenberg (1994) sind reaktiv veränderte Astrozyten nur unzureichend in der 
Lage, die extrazelluläre Homöostase aufrecht zu erhalten. Nachfolgend kommt es zu 
einem Ungleichgewicht im extrazellulären Ionenmilieu. 
 
 
1.2 Hippokampus 
1.2.1 Struktur, Aufbau und Funktion des Hippokampus 
Der Hippokampus liegt als Teil des limbischen Systems paarig in den Temporallappen 
des Gehirns. Zum limbischen System einer Hemisphäre gehören weiterhin Gyrus 
cinguli, Corpus mamillare, Corpus amygdaloideum sowie Gyrus parahippocampalis mit 
Area entorhinalis.  
Diese Einteilung bezieht sich nicht auf anatomische Zugehörigkeit, sondern stellt eine 
funktionelle Einheit dar, welche auch als Emotionslokalisation im Gehirn bezeichnet 
wird.  
Die hippokampale Formation besteht aus Subiculum, Ammonshorn und Gyrus dentatus. 
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Das Ammonshorn enthält fünf Schichten: Stratum lacunosum-moleculare,  Stratum 
radiatum, Stratum lucidum, Stratum pyramidale und  Stratum oriens. 
Der Gyrus dentatus ist aus drei histologischen Schichten aufgebaut: dem Stratum 
moleculare, dem Stratum granulosum und der polymorphen Hilusschicht.  
Der Aufbau der Hippokampus-Formation ist durch zwei ineinandergreifende C-förmige 
Strukturen charakterisiert (siehe Abb. 4). 
 
 
Abb. 4: Übersichtsdarstellung des Hippokampus  
Die Übersichtsdarstellung des Hippokampus zeigt die verschiedenen zytomorphologischen Schichten mit 
Stratum oriens (Or), Stratum pyramidale (Py), Stratum radiatum (Rad) und Stratum lacunosum-
moleculare (lMol). Die Einteilung der hippokampalen Gebiete erfolgt in Abschnitt CA1 bis CA4 sowie 
Gyrus dentatus (Cajal 1911). 
 
Der Hippokampus stellt funktionell ein großes Integrationsgebiet dar, welches alle 
zugeführten Informationen in vielfältigen Schaltkreisen verarbeitet. 
Bei den verarbeiteten Afferenzen handelt es sich um sensorische Impulse, wie z.B. 
Hören, Sehen, Berührung, Riechen und um Signale aus anderen limbischen Arealen. 
Der größte Anteil der Efferenzen führt über den Fornix zum motorischen Kortex und 
Hypothalamus. Diese Verbindungen spielen für Motivation, Lernen und Gedächtnis 
eine wichtige Rolle. Aus diesem Grund wird der Hippokampus auch als Tor zum 
Gedächtnis bezeichnet. 
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Untersuchungen an verschiedenen Mäusestämmen, die sich in ihrer Neurogeneserate 
unterscheiden, und an deren rekombinanten Nachkommen zeigen Korrelationen 
zwischen der Zahl neugebildeter Nervenzellen und dem Erlernen einer Aufgabe 
(Kempermann et al. 2002). Diese Beobachtungen unterstützen die Aussage über eine 
bestehende Interaktion zwischen Neurogenese und hippokampaler Funktion. 
 
 
1.2.2 Pathologische Veränderungen des Hippokampus 
Patienten, bei denen aufgrund neurologischer Erkrankungen Teile des Hippokampus 
entfernt werden mussten, wurden postoperativ durch den Verlust des 
Kurzzeitgedächtnisses auffällig, während Inhalte des Langzeitgedächtnisses erhalten 
blieben (Seeburg 1993). 
Generell ist das Risiko von epileptischen Herdgebieten im Hippokampus erhöht. Durch 
pathologische Veränderungen, wie z.B. Tumore und Gefäßmissbildungen, kann es zu 
einer erheblich verstärkten spontanen Entladungstendenz der hippokampalen Neuronen 
kommen. Dies führt zu charakteristischen epileptischen Anfällen. 
 
 
1.3 Astrozytäre Strukturelemente 
1.3.1 Das Zytoskelett 
Zur Aufrechterhaltung der funktionellen Struktur einer eukaryonten Zelle ist das 
Zytoskelett notwendig. Dieses dient zur Stabilisierung der Zellgestalt, wirkt bei 
Zytoplasmabewegungen mit, steuert intrazelluläre Transportvorgänge und stellt 
Zellverbindungen wie z.B. Desmosomen her. Bestandteile des Zytoskeletts sind die 
Mikrotubuli, die Aktinfilamente und die intermediären Filamente (siehe Abb. 5). 
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Abb. 5: Übersicht eines Zentriol 
Den Mittelpunkt des Zytoskeletts stellen die Zentriolen dar. Ausgehend von den Zentriolen wird der 
Aufbau und die Anordnung der Mikrotubuli organisiert. Die Übersichtsabbildung zeigt ein quer- und 
schräggeschnittenes Zentriol, dessen Wandaufbau durch Tubuli erfolgt. Im Bildeinsatz wird der 
Querschnitt eines Zentriols wiedergegeben. Die Zentriolenwand besteht aus Dreiergruppen (=Triplets) 
von Mikrotubuli (elektronenmikroskopische Abbildung eines Fibroblasten, 160.000fach vergrößert) 
(Welsch 2005). 
 
1.3.2 Aufbau und Funktion der Intermediärfilamente 
Die Hauptaufgabe der intermediären Filamente besteht in der Stabilisierung der 
Komponenten des Zytoskeletts. 
Je nach Lokalisation und Funktion bestehen die intermediären Filamente aus 
verschiedenen Proteinen. Zytokeratinfilamente machen bis zu 50 % der 
Zytoplasmaproteine von Epithelzellen aus. In Zellen der Epidermis sind diese vor allem 
für die Zugfestigkeit des Zellverbandes verantwortlich. Desmin, ein spezielles Protein 
von Skelettmuskelfasern, verknüpft die Myobrillen als kontraktile Strukturen des 
Muskels miteinander. 
Ein Intermediärfilamentprotein, das in Bindegewebszellen, Epithelzellen und 
Muskelzellen nachgewiesen werden kann, ist Vimentin. Funktionell ist Vimentin zur 
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Ausbildung von Desmosomen sowie zur Positionierung des Zellkerns notwendig. 
Sowohl Vimentin als auch Desmin bilden im Skelettmuskel ein dreidimensionales 
Gitter zur Fixierung der Aktinfilamente aus. 
Das Intermediärfilamentprotein GFAP ist neben Vimentin die Hauptkomponente des 
Zytoskeletts von Astrozyten und wird zelltypspezifisch exprimiert (Verkhratsky et al. 
1998). Daher wird GFAP häufig als Marker bei immunhistochemischen 
Nachweismethoden verwendet. Bei dem sauren Gliafaserprotein handelt es sich um ein 
komplex strukturiertes Polypeptid aus 430 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht 
von 49 kD. 
Zum Aufbau eines intakten Zytoskeletts, gerade zur Stabilisierung der 
Zytoplasmaausläufer, ist die Expression von GFAP essentiell (Weinstein et al. 1991). 
Diese Zellfortsätze spielen eine zentrale Rolle für Zell-Zell-Interaktionen und die Blut-
Hirn-Schranke. 
Charakteristisches Merkmal reaktiver Astrozyten ist die gesteigerte Synthese von GFAP 
als Kennzeichen der reaktiven Gliose (Wilhelmsson et al. 2004). Mikro- und 
Makroläsionen des ZNS führen zur Aktivierung und Migration von Gliazellen in den 
geschädigten Bereich. Diese unspezifische Reaktion führt zur Bildung einer Glianarbe 
im Läsionsbereich (Cramer et al. 2000). 
 
1.3.3 Das kalziumbindende Protein S100β  
Das Ca²+-bindende Protein S100β gehört nicht zu den Intermediärfilamenten, wird 
jedoch ebenfalls spezifisch von Astrozyten des Nervensystems exprimiert. Es gibt 
wenige Erkenntnisse bezüglich seiner Funktion im menschlichen Körper. S100β spielt 
bei der Regulation der intrazellulären Kalziumhomöostase als second messenger eine 
Rolle und ist in Apoptosevorgänge involviert. Intrazellulär sind S100β-Proteine an der 
Modulation von Enzymaktivitäten beteiligt (Schäfer et al. 1996). 
Nach Vijayan (Vijayan et al. 1990) äußert sich der Übergang in einen reaktiven 
Astrozyten in einer gesteigerten Synthese von S100β sowie der Intermediärfilamente 
GFAP und Vimentin (siehe Kapitel 1.1.1.2). 
Im klinischen Alltag kommt S100β hauptsächlich als diagnostischer Marker bei 
neurologischen Erkrankungen (Schädel-Hirn-Trauma) zur Anwendung. 
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1.4 GFAP-/-, Vimentin-/- - Doppel-Knock-out-Mäuse 
In der modernen medizinischen Forschung werden immer öfter genveränderte Mäuse 
als Modelltiere eingesetzt. Dies ist zur Analyse von 
Krankheitsentstehungsmechanismen sowie zur Entwicklung neuer Therapieansätze, z.B. 
in der Onkologie, unersetzlich geworden. Eine gentechnische Möglichkeit zur 
Entwicklung solcher Mausmodelle ist die Erzeugung von Knock-out-Mäusen. Bei 
diesen Tieren werden definierte Genomabschnitte entfernt (Knock-out) oder inaktiviert. 
Im Zentrum der Untersuchungen verschiedener Forschungsgruppen steht der Einfluss 
des Zytoskeletts auf die Struktur von Zellen des Nervensystems. Im Folgenden soll 
näher auf die GFAP-/- - Vimentin-/- - Doppel-Knock-out-Mäuse aus der Zuchtlinie von 
Prof. Milos Pekny eingegangen werden. 
Bei diesen Tieren wurde durch gene targeting die Expression der Intermediärfilamente 
GFAP und Vimentin ausgeschaltet. 
Von Pekny et al. (1995) wurde nachgewiesen, dass es trotz fehlender 
Intermediärfilamente im ZNS nicht zu einer veränderten Entwicklung der GFAP-
defizienten Mäuse kommt, eine normale Altersentwicklung findet statt. 
In Ko-Kultur mit Neuronen sind die Astrozyten der GFAP--Tiere befähigt, Fortsätze in 
vitro zu bilden (Pekny et al. 1998). Jedoch gibt es Hinweise auf eine veränderte 
neuronale Funktion. Liedke et al. (1996) beschrieben bei einzelnen Tieren eine im 
späteren Alter auftretende Störung der Myelinisierung des zentralen Nervensystems 
sowie Defekte der Blut-Hirn-Schranke.  
Zur Untersuchung der Funktion von Vimentin wurden durch Colluci-Guyon et al. 
(1994) Vimentin-defiziente Mäuse erzeugt. ZNS-Untersuchungen dieser Tiere zeigen 
eine normale astrozytäre Lokalisation im Nervensystem. Eine veränderte 
kompensatorische Expression von anderen Intermediärfilamenten anstelle des 
Vimentins konnte nicht beobachtet werden. 
Durch Kreuzung von GFAP- und Vimentin--Mäusen erzeugten Pekny et al. (Pekny et al. 
1999) erstmals Doppel-Knock-out-Mäuse, deren Nachkommen für diese Arbeit 
verwendet wurden. Diese Tiere sind Hybride zwischen C57 BL/6 und 129 
Mausstämmen (Eliasson et al. 1999). 
Doppel-GFAP-/Vimentin--defiziente Mäuse zeigen eine gestörte astrozytäre Reaktion 
auf Schädigungen des ZNS. Die reaktive Gliose nach Läsionen des ZNS konnte bei den 
Doppel-Knock-out-Tieren nur in vermindertem Umfang beobachtet werden (Pekny 
2001, Pekny et al. 1999). Ausgehend von diesen Befunden kommt den 
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Intermediärfilamenten in reaktiven Astrozyten eine entscheidende Bedeutung für die 
Narbenbildung während der reaktiven Gliose zu. 
 
 
1.5 Zielstellung 
Ausgehend von den in Kapitel 1.1.1.1 beschriebenen Astrozytenfunktionen als 
Grundvoraussetzung für die neuronalen Verarbeitungsprozesse im zentralen 
Nervensystem, ist das Verhältnis von Nervenzellen und zugehörigen Astrozyten von 
großer Bedeutung. 
Basierend auf der Vorstellung, dass eine erhöhte astrozytäre Versorgung bestimmter 
Areale die Vulnerabilität dieses Gebietes vermindern würde und die neuronale 
Leistungsfähigkeit verbessern könnte, erschien es sinnvoll, die Astrozytenanzahl in 
einem bestimmten Gebiet des Hippokampus zu bestimmen, um eine mögliche 
Überlagerung der Versorgungsgebiete einzelner Astrozyten sichtbar zu machen. 
Aufgrund der komplexen Struktur der  Astrozyten mit weitverzweigten und 
feinverästelten Ausläufern war es notwendig, eine Modellvorstellung des von einem 
Einzelastrozyten eingenommenen Volumens zu entwickeln. 
In diesem Modell wird ein Astrozyt mit Soma und der Gesamtheit aller Fortsätze als 
Domäne dieses Astrozyten bezeichnet, die Domäne entspricht dem von einem 
Astrozyten okkupierten Volumen. Es handelt sich um den Raum welcher von diesem 
Astrozyten versorgt wird. Dieser entspricht jedoch nicht dem zytoplasmatischen 
Volumen, welches deutlich kleiner ist. Im okkupierten Volumen können auch andere 
Zellen und Teile von anderen Zellen liegen. 
Der Überlappungsfaktor hängt davon ab, wie weit sich die okkupierten Volumina 
überlappen, das ist unabhängig von der Anzahl der Neuronen. Die Dichte der 
Astrozyten in einem begrenzten Raum kann gleich bleiben, aber wenn die Zellfortsätze 
der Zellen länger sind, wird das okkupierte Volumen größer und damit, wenn die Dichte 
(also der Abstand zwischen den Somata) gleich bleibt, der Überlappungsfaktor. Die 
Anzahl der Neuronen im Raum dazwischen kann dabei onstant bleiben und damit auch 
das Astrozyten/Neuronen-Verhältnis. 
Hauptgegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Bestimmung des okkupierten 
Volumens und der hippokampalen Astrozytenzahl und daraus folgend die Untersuchung 
einer möglichen Überlagerung der Domänen benachbarter Astrozyten. 
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Abhängig vom Grad der Überlagerung von Domänen benachbarter Astrozyten  ist es 
möglich, folgende drei grundsätzliche Beobachtungen zu unterscheiden: 
• Überlappungsfaktor < 1 
Die Fortsätze benachbarter Astrozyten berühren und/oder überschneiden 
sich nicht 
• Überlappungsfaktor = 1 
 Die Domänen einzelner Astrozyten grenzen aneinander 
• Überlappungsfaktor > 1 
 Die Fortsätze benachbarter Astrozyten berühren bzw. überschneiden sich
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2 Material und Methoden 
2.1 Versuchstiere 
Für die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurden 20 Mäuse beiderlei 
Geschlechts benutzt (siehe Abb. 6), wovon  
12 adulte Tiere im Alter von ca. 21 Monaten und  
  8 junge Tiere im Alter von ca. 5 Monaten waren 
 
juvenile Tiere                                                 adulte Tiere 
 Wildtyp Doppel-knock-out  Wildtyp Doppel-knock-out   
Gruppe 1  Gruppe 2  Gruppe 3 Gruppe 4 
 (Tier 1 - 4)  (Tier 1 - 4)  (Tier 1 - 5) (Tier 1- 7) 
Abb. 6: Einteilung der Versuchstiere 
 
Zusätzlich arbeiteten wir mit einer Kontrollgruppe von 5 Wildtyptieren, welche den 
Kriterien der oben genannten Versuchsmäuse entsprachen. 
Bei Versuchsbeginn waren die Tiere in verschiedene Gruppen aufgeteilt. Diese setzten 
sich aus Doppel-knock-out- sowie Wildtyp-Tieren zusammen, wobei die Aufteilung der 
Versuchstiere in die verschiedenen Gruppen ausschließlich Prof. Pekny bekannt war. 
Die Doppel-Knock-out-Mäuse zeichnen sich, wie in Kapitel 1.4 beschrieben, durch das 
Fehlen der Intermediärfilamente GFAP und Vimentin (GFAP
-/-
; Vimentin
-/-
) aus. Sie 
entstammen der genetischen Zuchtlinie C57 BL/6-129Sv-129 Ola (Colucci-Guyon, 
Portier et al. 1994, Pekny, Eliasson et al. 1999, Pekny, Leveen et al. 1995). Von Prof. 
Pekny ebenfalls zur Verfügung gestellte Wildtyp-Mäuse wiesen gleiches Alter und 
genetischen Hintergrund wie die Doppel-knock-out- Mäuse auf. 
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Haltung und Experimente erfolgten in Übereinstimmung mit den geltenden 
Tierschutzgesetzen, den Richtlinien der örtlichen Tierschutzbehörde sowie der 
Europäischen Union (European Communities Council Directive 86/6009 EEC). Die 
Versuchstiere wurden von Prof. Dr. Pekny (Institute of Neuroscience and Physiology, 
Sahlgrenske Academy at Göteborg University) im Rahmen einer Doppelblindstudie der 
Forschungsgruppe um Prof. Dr. Andreas Reichenbach (Paul-Flechsig-Institut für 
Hirnforschung, Universität Leipzig) zur Verfügung gestellt. 
Die Tötung der Versuchstiere unter Anästhesie erfolgte mittels Perfusionsfixierung im 
Paul-Flechsig-Institut für Hirnforschung. Nach sofortiger Entnahme und Teilung der 
Hirne wurden diese durch Immersionsfixierung behandelt. 
Der Themenkomplex wurde von einer Forschungsgruppe, bestehend aus vier 
Doktoranden (Annett Gumprecht, Gwendolyn Gerstner, Dorit Scheller und Mark 
Tackenberg) bearbeitet, wobei jeweils zwei Mitglieder der Forschungsgruppe den 
Kortex und zwei den Hippokampus untersuchten. Es wurden sowohl die Astrozyten der 
jungen und alten Tiere als auch die Astrozyten der Doppel-Knock-Out und Wildtyp-
Mäuse verglichen. Alle in der Folge beschriebenen Arbeitsschritte wurden von 
sämtlichen Mitgliedern der Arbeitsgruppe zur Objektivierung der Ergebnisse 
stichprobenweise sowohl im Kortex als auch im Hippokampus durchgeführt. 
Die eigenen Untersuchungen fokussierten sich auf den Hippokampus, und zwar auf die 
Unterschiede zwischen Wildtyp und Vimentin-GFAP-Doppel-Knock-Out-Mäusen. 
 
2.2 Färbungen 
2.2.1 Golgi-Silber-Imprägnation nach Bubenaite 
Für die komplette Darstellung aller Fortsätze von Astrozyten, die Rückschlüsse auf das 
von ihnen umfasste Volumen zulässt, diente die Golgi-Silber-Imprägnation nach 
Bubenaite. 
Allerdings ist bei dieser Methode zu berücksichtigen, dass eine spezifische Anfärbung 
der Astrozyten nicht möglich ist, sondern gleichzeitig Neuronen sowie deren Fortsätze 
und Blutgefäße dargestellt werden (siehe Abb. 7). 
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Abb. 7: Schnittpräparat hippokampaler Astrozyt 
Das mit Golgi-Silberpräzipitation behandelte Schnittpräparat zeigt einen hippokampalen Astrozyten 
sowie ebenfalls angefärbtes Umgebungsgewebe (a: Astrozyt; b: angeschnittenes Blutgefäss; c: 
benachbarter Astrozyt; d: Neuronenfortsätze) (Original). 
 
Zu Beginn wurden die Präparate für ca. 10 Tage immersionsfixiert. Diese wurden in 
6 mm starke Scheibchen geschnitten. 
Es folgte eine 24stündige Inkubation bei 35-38 °C in einer Imprägnierlösung aus 
2,5%igem Kaliumdichromat und destilliertem Wasser. Nachfolgend wurden die 
Scheibchen für weitere 24 h in 3,5%ige Kaliumdichromatlösung eingelegt. Zur weiteren 
Behandlung wurden die Präparate für 48 h bei 35-38 °C in 2%ige Silbernitratlösung 
gebettet. Im Anschluss erfolgte Dehydration der Schnitte durch eine aufsteigende 
Alkoholreihe. Die Präparate wurden mit Celloidin eingedeckt. Es folgten Lufttrocknung 
bei Zimmertemperatur sowie eine 24-stündige Aushärtung mit Chloroformdampf. 
Die Aufbewahrung fand bei 4 °C in 70%igem Alkohol statt. Anschließend wurden die 
Präparate mit einem Vibratom in 150 µm dicke Schnittezerlegt. Einer abschließenden 
Entwässerung über eine aufsteigende Alkoholreihe folgte die Eindeckung der Präparate 
mit Kanadabalsam. 
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2.2.2 Immunhistochemie 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Jede morphologische Struktur zeichnet sich durch ein spezifisches Antigenmuster aus. 
Um Antigene nachzuweisen, verwendet man in der Immunhistochemie verschiedene 
Antikörper. Diese Antigen-Antikörper-Komplexe können durch entsprechende 
Nachweissysteme visualisiert werden. Die durchgeführten Untersuchungen beruhen auf 
Immunfluoreszenztechniken, wobei fluorochromierte Marker mit Hilfe der 
Fluoreszenzmikroskopie im Gewebe nachgewiesen werden können, in der vorliegenden 
Arbeit z.B. hippokampale Astrozyten (siehe Abb. 8). Dies ermöglichte die Ermittlung 
der Astrozytenanzahl in bestimmten hippokampalen Arealen, d.h. der Astrozytendichte. 
Hierbei war zu berücksichtigen, dass die Doppel-knock-out-Mäuse GFAP-
immunnegativ waren. Somit konnte eine GFAP-Färbung nicht zur Markierung der 
Astrozyten benutzt werden. Um den Charakter der Untersuchungen als 
Doppelblindstudie zu wahren, konnten vergleichende GFAP-Färbungen nur an nicht 
zum Untersuchungsmaterial gehörigen Hirnschnitten von Wildtyp-Mäusen erfolgen.  
Aufgrund dieser Tatsache war es notwendig, eine andere Färbemethode für den 
zuverlässigen Nachweis möglichst aller Astrozyten zu finden. 
Abbildung 8: Durch astrogliale Doppelmarkierung dargestellte Übersichtsaufnahme des Hippokampus 
einer Wildtyp-Maus (grün = S100ß, rot = GFAP) 
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Um die Präparate für die weitere immunhistochemische Bearbeitung vorzubereiten, 
wurden die perfusionsfixierten Gewebe mit 30%iger Saccharose in Phosphat-
gepufferter Kochsalzlösung, pH 7,4, äquilibriert. An einem Gefriermikrotom wurden 
dann 30 µm dicke frontale Schnitte angefertigt, die in 0,1M Tris-gepufferter 
Kochsalzlösung, pH 7,4 (+ Natriumazid), gelagert wurden. 
 
2.2.2.1 Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von Glykogenphosphorylase und 
S100β  
Nach viermaliger Waschung für jeweils 10 min erfolgte mit 5 % Esel-Normalserum in 
TBS (+0,3% Triton X-100) für 1 Stunde die Blockung unspezifischer Bindungsstellen 
des Gewebes. Nachfolgend wurde eine nächtliche Inkubation bei Raumtemperatur mit 
Ziege-anti-S100β (15 µg/ml; R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstedt) und Kaninchen-
anti-Glykogen-phosphorylase (BB 1:200; in Blockierlösung; Pfeiffer-Guglielmi et al. 
2003, 2006) durchgeführt. Es folgt eine 3-malige Waschung mit TBS für jeweils 
10 min. Anschließend wurden die Präparate mit einer Mischung aus Cy(Carbocyanin)2-
konjugiertem Esel-anti-Kaninchen IgG und Cy3-konjugiertem Esel-anti-Ziege IgG 
(20 µg/ml verdünnt in TBS-RSA (TBS + 2 % Rinderserumalbumin; Dianova Hamburg) 
behandelt. Daraufhin wurde eine Waschung mit TBS und destilliertem Wasser 
durchgeführt. Nach durchgeführter Lufttrocknung wurden die Schnitte auf 
Glasobjektträger aufgezogen. Die Eindeckung erfolgte mit Entellan in Toluol (Merck, 
Darmstadt). 
In einem alternativen Verfahren wurde Kaninchen-anti-S100β (1:500; Swant, Bellizona, 
Schweiz) über Nacht und Cy2-konjugiertes Esel-anti-Kaninchen IgG (20 µg/ml TBS-
RSA; Dianova) für 1 Stunde inkubiert. Um eine Blockung der verbliebenen freien 
Bindungsstellen des Zweitantikörpers zu erreichen, folgte eine Inkubation mit 50%igem 
Kaninchen-Normalserum (in TBS) über 3 Stunden. Anschließend wurden einige 
Kontrollpräparate für 18 h mit Cy3-konjugiertem Kaninchen-anti-GFAP IgG (20 µg/ml 
TBS-RSA mit 0,3% Triton X-100 und 10%igem Kaninchen-Normalserum) behandelt. 
Nach erfolgter Waschung konnten die Schnitte auf Glasobjektträger aufgezogen und mit 
Entellan eingedeckt werden. 
 
 
 
 
Material und Methoden 
 
 18 
2.2.2.2 Dreifachfluoreszenz-Markierung von Astroglia-Markern 
In einem ersten Schritt wurden die Präparate mit TBS gewaschen. Die nachfolgende 
Blockung erfolgte mit 5 % Esel-Normal-Serum (in TBS mit 0,3%igem Triton X-100). 
Nach Inkubation für 16 h mit Maus-anti-GS (1:250 in Blockierlösung; Millipore, 
Billerica, CA, USA) und Kaninchen-anti-S100β folgte eine dreifache Spülung der 
Präparate mit TBS für jeweils 10 Minuten. Im Anschluss wurden die Präparate mit Cy2-
gekoppelten Esel-anti-Kaninchen IgG und Cy5-konjugiertem Esel-anti-Maus IgG 
(Dianova) inkubiert. Nach dreimaliger TBS-Waschung folgte eine Blockade der 
verbliebenen freien Bindungsstellen des Cy2-Esel-anti-Kaninchen IgG mit 50%igem 
Kaninchen-Normalserum (in TBS). Dann schloss sich eine Inkubation mit 
digoxigenyliertem Kaninchen-anti-GFAP (10 µg/ml in TBS-RSA mit 10%igem 
Kaninchen-Normalserum)  (Härtig et al. 1994, Härtig et al. 1995, Hartig et al. 1997) an. 
Der dreimaligen TBS-Waschung für jeweils 10 min wurde eine 1-stündige Inkubation 
mit Cy3-anti-Digoxin (20 µg/ml verdünnt in TBS-RSA; Dianova) angeschlossen. Im 
Anschluss wurde das Gewebe 4x für jeweils 10 min mit TBS und destilliertem Wasser 
gespült. 
Eine Hälfte der Schnitte wurde auf Glasobjektträger aufgezogen, bei Zimmertemperatur 
luftgetrocknet und mit Entellan eingedeckt.  
Zum Ausschluss einer vermuteten Eigenfluoreszenz wurde die andere Hälfte der 
Präparate in der von Schnell et al. (1999) beschriebenen Weise bearbeitet. Einer 
Waschung der Präparate in destilliertem Wasser sowie für 5 min in 70%igem Alkohol 
folgte die Inkubation der Schnitte in einer Lösung aus 1%igem Sudanschwarz B 
(Merck) und 70%igem Alkohol für 10 min. Anschließend wurde eine Waschung in 
destilliertem Wasser (2 x 5 min) und in 70%igem  Alkohol (1 x 1 min, 1 x 5 min) 
durchgeführt. Abschließend erfolgte ein Aufziehen der Präparate auf Glasobjektträger 
sowie die Eindeckung mit auf 35-40 °C erhitztes Glyzerol-Gelatine (Sigma, 
Taufkirchen). 
Die Aufbereitung des Gewebes wurde, wie in Kapitel 2.2.1 bzw. 2.2.2.1 beschrieben, 
von Frau Gruschka (PFI) für Golgi-Färbungen und Herrn Prof.. Härtig (PFI) für 
Immunmarkierungen durchgeführt. 
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2.3 Das konfokale Laserscanning-Mikroskop (LSM) 
2.3.1   Aufbau und Funktion des LSM 
Die Untersuchung der Präparate in der vorliegenden Arbeit wurde mit einem 
„Laserscanning-Mikroskop“ LSM 510 Meta der Firma Zeiss durchgeführt. 
In Weiterentwicklung der herkömmlichen mikroskopischen Technik erlaubt die 
Verwendung der konfokalen Lasermikroskopie bei einer Eindringtiefe von 200 µm in 
das Präparat eine stark verbesserte Auflösung (Tadrous 2000). Charakteristisch für die 
konfokale Lasermikroskopie ist die Verwendung einer zusätzlichen Lochblende 
(Pinhole), welche zur gezielten Herausfilterung des Streulichtes  aus anderen Schichten 
als der Fokusebene eingesetzt wird. Diese Lochblende ist konjugiert zur Fokusebene 
eingestellt, d.h. konfokal. Aus dieser Konstellation resultiert der entscheidende Vorteil 
des LSM: Der Lichtempfang ist auf die jeweilige Fokusebene beschränkt, somit ergibt 
sich ein annähernd überlagerungsfreies Bild der gewählten Schnittebene. Eine 
Veränderung der Fokusebene durch vertikales Verstellen des Objekttisches des 
Mikroskopes (=z-Achse) macht es möglich, verschiedene Horizontalbilder des 
Präparates darzustellen (siehe Abb. 9). 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 9: Schematische Darstellung des 
LSM-Aufbaus  
Die Abbildung zeigt eine schematische 
Darstellung des LSM-Aufbaus. Das vom 
Laser ausgesandte Licht regt den 
Fluoreszenzfarbstoff an, der daraufhin 
Licht emittiert, dass wiederum mittels 
Pinhole „gefiltert“ wird, wobei die 
Einstellung der Lochblende konjugiert zur 
Fokusebene erfolgt (konfokales 
Mikroskop). Somit wird ausschließlich die 
Fluoreszenz einer Fokusebene zugelassen 
(dankenswerterweise zur Verfügung 
gestellt von Dr. Jens Grosche). 
 
Durch die LSM-Software können die zweidimensionalen Schnittbilder des Präparates 
(siehe Abb. 10) in ein dreidimensionales Bild umgewandelt werden, wodurch 
dreidimensionale Objekte als Stapel (Projektion) dargestellt werden können (siehe Abb. 
11). 
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Abb. 10: Einzelschnittbilder eines Astrozyten 
Die Einzelschnittbilder eines Astrozyten dargestellt als Galerie, wobei aus Platzgründen nur jedes  zweite 
Schnittbild gezeigt wird (Original). 
 
 
Abb. 11: Projektion eines Astrozyten mit LSM-Software 
Projektion eines Astrozyten unter Verwendung der LSM-Software konnte nach der Aufnahme von 
Einzelschnittbildern (siehe Abb. 10) durch Überlagerung der Einzelbilder eine 3D-Projektion dieses 
Astrozyten durchgeführt werden (Original). 
 
Material und Methoden 
 
 21 
Somit wird jedem Bildelement eine x-, y- und z-Koordinate zugeordnet, wobei die z-
Koordinate den Abstand zwischen zwei horizontalen Schnittebenen beinhaltet (siehe 
Abb. 12). Das LSM verfügt über verschiedene Darstellungstechniken, wobei in der 
vorliegenden Arbeit sowohl der Reflexions- als auch Fluoreszenzmodus angewandt 
wurden. Zur Untersuchung der Golgi-Präparate wurde der Reflexionsmodus eingesetzt; 
dabei wird das reflektierte Licht ungefiltert zur Bildgebung genutzt. Die durch die 
Golgi-Färbung erzeugt Silberimprägnation führt dazu, daß die entsprechenden 
Strukturen das Licht gut reflektieren. Bei der immunhistochemischen Darstellung filtert 
man das Anregungslicht heraus, um einen reinen Fluoreszenznachweis zu erhalten. 
 
Abb. 12: Darstellung der LSM-Aufnahmetechnik 
Schematische Darstellung der LSM-Aufnahmetechnik, wobei (a) die Aufnahme eines Einzelschnittbildes 
eines Astrozyten aus einer definierten Fokusebene, (b) die Zusammensetzung der Einzelschnittbilder aller 
Fokusebenen sowie (Bergles, Diamond et al. 1999) die Projektion als dreidimensionales Bild aufzeigt 
(dankenswerterweise zur Verfügung gestellt von Dr. Jens Grosche). 
 
 
2.3.2 Bildaufnahmetechnik und Bildbearbeitung durch das LSM 
2.3.2.1 Ermittlung des okkupierten Volumens der Astrozyten mit Hilfe der Golgi-
Silberimprägnation 
Zu Beginn war es notwendig, Astrozyten im vorgegebenen Hippokampus-Areal 
lichtmikroskopisch zu identifizieren. Nach Umschalten auf den Laserscanning- und 
Reflexionsmodus konnten die Aufnahmen unter Nutzung eines Helium-Neon-Lasers 
mit den Wellenlängen 543 nm sowie 633 nm durchgeführt werden. Um die Grenzen des 
zu untersuchenden Objektes zu definieren, wurde die oberste und die unterste sichtbare 
Grenze des Astrozyten markiert. Ähnlich einer Computertomographie konnte der 
Astrozyt nun in regelmäßige Schnittbilder zerlegt, gescannt und als Stapel dargestellt 
werden. 
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Durch Projektion der Schnittbilder aufeinander war es möglich, eine Gesamtdarstellung 
des Astrozyten zu erreichen. 
Dieser Arbeitsschritt wurde an 6 Astrozyten pro Maus aus definierten Hippokampus-
Regionen (Stratum radiatum, Stratum moleculare) durchgeführt. 
Da es trotz wiederholter Versuche nicht möglich war, ein zuverlässiges 
Computerprogramm zur Vermessung der von einzelnen Astrozyten okkupierten 
Volumina zu entwickeln, war es unerlässlich, mit Hilfe des LSM 510 Image Examiner 
der Firma Zeiss, die Flächeninhalte der einzelnen Schnittbilder zu vermessen (siehe 
Abb.  13). 
 
 
Abb. 13: Flächenmessung des Schnittbildes eines hippokampalen Astrozyten mittels LSM-Software im 
Reflexionsmodus in einer definierten Fokusebene (Original) 
 
Auf der Grundlage des Prinzips von Cavalieri konnte das von einem Astrozyten 
okkupierte Volumen berechnet werden (Duerstock et al. 2003, Kubinova et al. 1999, 
Prakash et al. 1994). In jedem aufgenommenen Einzelschnittbild eines Astrozyten 
wurde per Hand mit der LSM-Software die von einem Astrozyten eingenommene 
Fläche umrandet und somit der Flächeninhalt bestimmt. 
Das Volumen wurde durch Summation dieser Areale, Multiplikation dieser Summe mit 
dem Abstand zweier benachbarter Schnittebenen sowie der Anzahl der vorhandenen 
Schnitte gemäß der folgenden Formel berechnet: 
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 n 
V = T x  ∑  Ai 
 i=1  
 
V = Volumen eines Astrozyten 
T = Abstand zwischen zwei Schnittebenen 
A = Flächeninhalt der Schnittflächen 
n = Anzahl der Schnittflächen 
 
2.3.2.2 Astrozytenzählung  
Für die Bestimmung der Astrozytenzahl pro Fläche dienten Schnitte, in denen der 
Astrogliamarker S100β durch Immunfluoreszenz markiert war, in einer 
Voruntersuchung wurde auch der Marker GFAP eingesetzt. 
Die Untersuchung erfolgte unter Verwendung der Fluoreszenzoptik des LSM, und 
wurde mit Hilfe der Software Meta View ausgewertet. Die Anregung der Cy3-
Immunmarkierung von GFAP erfolgte durch einen Helium-Neon-Laser mit der 
Wellenlänge von 543 nm, die Anregung der Cy2-Immunmarkierung von S100β mit 
einem Argon-Laser mit einer Wellenlänge von 488 nm. 
Es erfolgte die Aufnahme von jeweils 5-8 Bildern pro Maus aus Stratum radiatum und 
Stratum moleculare des Hippokampus. 
Um eventuelle Artefakte sowie angeschnittene Fremdregionen nicht in die Berechnung 
einfließen zu lassen, wurde die definierte Fläche mit dem Bildbearbeitungsprogramm 
umrandet; dies ermöglichte die genaue Flächenmessung durch das Computerprogramm 
(Flächeninhalt A in µm²) (siehe Abb. 14).  
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Abb. 14: Übersichtsaufnahme aus dem Hippokampus 
Eine immunhistochemisch markierte Übersichtsaufnahme (grün=S100β, rot=GFAP) aus dem 
Hippokampus wurde zum Ausschluss von Artefakten und angeschnittenen Fremdregionen sowie zur 
genauen Ermittlung des Flächeninhaltes unter Verwendung der LSM-Software per Hand gekennzeichnet 
(Original). 
 
Danach erfolgte in diesem Areal eine Zellzählung der S100β-positiven Astrozyten. 
Zusätzlich bestimmte man alle GFAP-positiven Zellen im Stratum radiatum und 
Stratum moleculare. 
Das gleich Verfahren wurde an GP-und S100β- doppelmarkierten Schnitten 
durchgeführt. 
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Abb. 15: Doppelmarkierung der Astrozyten des Hippokampus in 
einem Kontrollpräparat  
Eine immunhistochemische Doppelmarkierung der Astrozyten des 
Hippokampus in einem Kontrollpräparat (nicht zur Serie gehörend). 
Es handelt sich um eine gesplittete Aufnahme, wobei in Bild a 
GFAP-positive Astrozyten rot fluoreszieren und sich in Bild b 
S100ß-positive Astrozyten grün darstellen. In Bild c ist die 
Überlagerung beider astrozytärer Markierungen GFAP und S100ß 
ersichtlich (Original).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
In Vorversuchen erfolgte an der Gruppe der Kontrolltiere eine Doppelmarkierung der 
Astrozyten mit einem 2. Marker  (S100ß) zusätzlich zum GFAP, um die Effizienz der 
Färbung zu überprüfen.  
Durch Ermittlung der Differenz zwischen S100β-positiven und GFAP-positiven 
Astrozyten sollte überprüft werden, ob S100ß ein geeigneter Marker für Astrozyten 
dieser Hirnregionen ist, um später GFAP-Vimentin-Knock-out-Tiere mit Wildtyp-
Kontrollen vergleichen zu können (siehe Abb. 15). 
Tatsächlich erwies sich die S100ß-Färbung als zuverlässige Markierung der 
Astrozytenpopulation.  
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Tabelle 1 zeigt einen beispielhaften Vergleich der S100β-abhängigen Zellzählung unter 
Berücksichtigung des GFAP-Gehaltes der Astrozyten in den Tieren der Kontrollgruppe.  
 
Nach Auswertung der Zellzählung im vorgegebenen Areal (A) war ersichtlich, dass sich 
von 487 S100β-positiven Astrozyten nur 18 als GFAP-immunnegativ darstellten. Hier 
zeigt sich in den Wildtyptieren der Kontrollgruppe ein prozentualer Anteil von S100β-
positiven Astrozyten mit 96,3%, während lediglich 3,7% der S100β-positiven 
Astrozyten GFAP-immunnegativ waren. 
 
2.3.2.3 Astrozytendichte im Hippokampus 
Die Astrozytendichte im Hippokampus ergab sich folgendermaßen: In einem definierten 
Gebiet des Hippokampus einer Maus (vgl. Abb. 14) wurden alle S100β-markierten 
Zellen ausgezählt. Die Fläche wurde ausgemessen und mit der Schnittdicke 
multipliziert. Daraus ergab sich die Astrozytenzahl pro Volumen.  
 
Ages[mm²] x h[mm] = Volumen [mm³] 
A = gemessene, summierte Anschnittsfläche der gemessenen Regionen (siehe Abb. 15)   
h = Schnittdicke [30 µm] 
V = Gesamtvolumen des Hippokampus, das untersucht wurde 
 
Zunächst wurden alle S100β-positiven Zellen aller Bilder eines Versuchstieres 
summiert. Im berechneten Gesamtvolumen aller Schnitte einer Maus bestimmte man 
danach die Astrozytendichte. Zur besseren Vergleichbarkeit mit Ergebnissen anderer 
Forschungsgruppen sowie als Voraussetzung zur Berechnung des Überlappungsfaktors 
wurden die erhaltenen Ergebnisse in Astrozytenanzahl pro Kubikmillimeter angegeben. 
 
A in µm2 A in mm2 S100β
+  
(n) 
S100β+GFAP- 
(n) 
S100β+ GFAP+ 
(n) 
jeweiliger prozentualer 
Anteil       
S100ß+GFAP+ an    
S100ß+ 
              
Bild1 162.094,36 0,16209 108 3 105 97,22% 
Bild2 175.543,01 0,17554 96 4 92 95,83% 
Bild3 164.742,32 0,16474 88 4 84 95,45% 
Bild4 120.557,09 0,12056 81 4 77 95,06% 
Bild5 187.007,58 0,18701 114 3 111 97,37% 
Summe: 809.944,36 0,80994 487 18 469 96,30% 
Tabelle 1: Vergleich zwischen der Anzahl S100β-positiver/GFAP-positiver Astrozyten und den S100β-
positven Astrozyten bei einem Wildtyptier der Kontrollgruppe. 
Material und Methoden 
 
 27 
2.3.2.4 Berechnung des Überlappungsgrades der hippokampalen Astrozyten 
Zur Bestimmung des Überlappungsfaktors wurde die Durchdringung eines definierten 
Hippokampusareals mit astrozytären Fortsätzen untersucht. Hierfür waren 2 Schritte 
notwendig: 
Im ersten Schritt wurde die Anzahl der S100β-positiven Astrozyten (siehe Kapitel 
2.3.2.3) mit dem durchschnittlichen von den Fortsätzen eines Astrozyten einer Maus 
okkupierten Volumen (Kapitel 2.3.2.1) multipliziert. Hieraus resultiert das okkupierte 
Volumen aller Astrozyten pro mm³. 
Im zweiten Schritt erfolgte die Berechnung des Überlappungsfaktors durch Division des 
okkupierten Volumens der Astrozyten einer Maus [mm³] durch das Gesamtvolumen der 
markierten Areale einer Maus [mm³]. Der ermittelte Wert gibt Aufschluss über den 
Überlappungsgrad der Astrozyten im Hippokampus. 
 
2.3.2.5 Statistische Auswertung 
Soweit nicht anders gekennzeichnet, werden Mittelwerte mit Standardabweichung 
angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 12.0 und dem nicht-
parametrischen U-Test nach Mann Whitney. Unterschiede mit einer 
Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 wurden als signifikant gewertet.  
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3 Ergebnisse 
3.1 Volumina der Astrozyten 
Die nachfolgende Abbildung stellt jeweils die Projektion eines Astrozyten einer 
Doppel-knock-out-Maus sowie einer Wildtyp-Maus dar. 
 
 
Abb. 16: Astrozyten in der Golgi-Silberimprägnationstechnik 
Die Projektion zeigt zwei unterschiedliche Astrozyten in der Golgi-Silberimprägnationstechnik. In Bild a 
erfolgt die Darstellung eines Astrozyten einer Wildtyp-Maus, während in Bild b die Projektion eines 
Astrozyten einer Doppel-knock-out-Maus gezeigt wird (Original). 
 
Die in der Abb. 16 gezeigten Darstellungen von Astrozyten entstanden durch die 
Übereinanderlagerung von einzelnen Schnittbildern. Charakteristisch für die 
vorliegende Golgi-Silber-Imprägnation ist die bereits im Kapitel 2.2.1 beschriebene 
unselektive Anfärbung von Umgebungsgewebe. Problematisch ist hierbei die durch die 
Projektion der einzelnen Schnittbilder aufeinander entstehende deutlich hervortretende 
Hintergrundinformation. Voraussetzung für die Erstellung sowie Verwertbarkeit der 
erhaltenen Bilder ist die deutliche Abgrenzbarkeit eines Astrozyten gegenüber dem 
umliegenden Gewebe. 
Zur Volumenberechnung wurden die vermessenen Einzelflächen eines Stapels (Kapitel 
2.3.1) addiert und mit der Stapelhöhe multipliziert.  
Dies wird in der nachfolgende Tabelle 2 am Beispiel eines Astrozyten einer adulten 
Doppel-knock-out-Maus gezeigt. 
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Tabelle 2: Exemplarische Volumenberechnung der 
Astrozyten einer adulten Doppel-knock-out-Maus 
(Summe = Summe der Flächeninhalte in µm²; Anzahl 
= Anzahl der Schnitte eines Stapels; T = Abstand 
zwischen zwei Schnittbildern).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nach Addition aller Einzelvolumina (n=21) ergab sich ein Durchschnittsvolumen der 
Astrozyten dieser Maus von 30.158,66 µm³. Zur besseren Vergleichbarkeit erfolgte die 
Umrechnung in mm3 (0,0000301587). 
Beim Vergleich der Durchschnittsvolumina der Astrozyten einer Maus zeigten sich 
deutliche Volumenunterschiede. Diese interindividuellen Schwankungen waren in allen 
Tieren der Versuchs- und Kontrollgruppe nachweisbar. 
Exemplarische Volumenberechnung 
der Astrozyten  
 µm
2 
   
179,98 
183,52 
319,51 
396,89 
540,81 
893,95 
1.024,09 
941,67 
1.195,30 
1.126,66 
1.135,68 
1.185,77 
1.245,65 
1.086,49 
Fl
äc
he
ni
nh
al
te
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er
 E
in
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ild
er
 
910,35 
  980,02 
  813,98 
  877,77 
  679,93 
  499,35 
  249,31 
    
Summe 16.466,68 
Anzahl 21 
T 2,00 
Volumen des  
Astrozyten (µm3) 32.933,36 
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Die Spannbreite der Durchschnittsvolumina der Astrozyten wird in Abb. 17 aufgezeigt. 
 
Abb. 17: Verteilung der Durchschnittvolumina der Astrozyten in den unterschiedlichen Mäusegruppen 
 
Beim Gruppenvergleich (Abb. 19) konnte in der Gruppe der alten Doppel-knock-out-
Mäuse ein tendenziell kleineres okkupiertes Volumen der Astrozyten von 
durchschnittlich 31.000 ± 12.011 µm³ gegenüber der Gruppe der alten Wildtyp-Mäuse 
mit einem Durchschnittsvolumen von 38.000 ± 7.328 µm³ nachgewiesen werden. 
Dieser Unterschied war allerdings nicht signifikant (P=0,17).  
Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Durchschnittsvolumina der Astrozyten 
zwischen den juvenilen Wildtyptieren und juvenilen Doppel-knock-out-Mäusen (48.000 
µm³  vs. 19.000 µm³; P=0,028). 
Außerdem war das Durchschnittsvolumen bei den Wildtyptieren für die Gruppe der 
adulten Tiere signifikant kleiner als das der juvenilen Tiere (P=0.032). 
In Abb. 18 wurden die Daten jeweils aller Wildtyp- bzw. Doppel-knock-out-Mäuse  
zusammengefaßt. Das Durchschnittsvolumen der Tiere der Wildtypgruppe lag mit 
42.000 µm³ 1,6-fach höher als das Durchschnittsvolumen der Doppel-knock-out-Mäuse 
mit 26.000 µm³. Dieser Unterschied nicht signifikant (P=0,46).  
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Abb. 18: Vergleich der Durchschnittsvolumina von Kontrollgruppe und Doppel-Knock-out-Mäusen 
 
 
Abb. 19: Durchschnittsvolumen der Astrozyten im Gruppenvergleich 
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3.2 Anzahl der Astrozyten im Hippokampus 
Zur Bestimmung der Astrozytenzahl im Gewebe wurden immunhistochemische 
Färbungen gegen S100β und GFAP herangezogen. Die Färbungen gegen die 
Astrozytenmarker Glykogenphosphorylase und Glutaminsynthetase konnten in diesem 
Zusammenhang aus technischen Gründen nicht genutzt werden. Exemplarisch zeigt die 
Abb. 20 Aufnahmen immunhistochemisch bearbeiteter Präparate einer Doppel-knock-
out-Maus sowie einer Wildtyp-Maus. 
 
         
Abb. 20: Immunhistochemische Färbung und nachfolgende hippokampale Übersichtsaufnahme 
Die hippokampalen Präparate wurden mit astroglialen Markern immunhistochemisch behandelt. In  Bild a 
wird die S100β (grün)- / GFAP (rot)-Doppelmarkierung der Astrozyten eines Wildtyptieres gezeigt; 
während in Bild b die S100β Markierung der Astrozyten eines Doppel-knock-out-Tieres ersichtlich ist 
(Original). 
 
Aufgrund der fehlenden Intermediärfilamente GFAP und Vimentin konnte in den 
Gruppen der Doppel-Knock-out-Tiere erwartungsgemäß keine GFAP-Fluoreszenz 
nachgewiesen werden. 
Die Zellzählung der histochemisch bearbeiteten Präparate (Kapitel 2.3.2.2.) ergibt die 
Anzahl der Astrozyten in einer definierten Volumeneinheit, die Astrozytendichte.  
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Abb. 21: Gruppenvergleich der Astrozytendichte im Hippokampus. 
 
In der Gruppe der Doppel-knock-out-Mäuse betrug die Astrozytendichte bei den alten 
Tieren 17.647 ± 3734/mm³. Hier zeigte sich kein signifikanter  Unterschied (siehe Abb. 
21) zur Gruppe der jungen Doppel-knock-out-Tiere mit 17.446 ± 4320/mm³ (P=0,78).  
Bei der jungen Generation der Wildtyp-Tiere wurde eine Zellzahl von 14.303 ± 
2461/mm³ ermittelt. Demgegenüber weisen die alten Wildtyp-Tiere eine signifikant 
erhöhte Astrozytendichte von 19.495 ± 1839/mm³ auf (P=0,03).  
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3.3 Der Überlappungsfaktor 
Im Zentrum des Interesses dieser Arbeit steht die Ermittlung des Überlappungsfaktors 
für die einzelnen Gruppen (Kapitel 2.3.2.4). Eine Beispielrechnung ist in Tabelle 3 
ersichtlich. 
Tabelle 3: Berechnung des Überlappungsfaktors für eine adulte Doppel-knock-out-Maus 
 A (Flächeninhalt der markierten Hippokampus-Areale) in mm² 1,01138 in µm² 1.011.380 
 H (berücksichtigte Präparatdicke) in mm 0,03 in µm 30 
 Gesamtvolumen des untersuchten Areals in mm³ 0,030341 in µm³ 30.341.400 
      
 S100ß+ Astrozyten im untersuchten Areal  476  476 
      
 Anzahl der Astrozyten  pro mm³ 15.688 pro µm³ 0,0000156881 
      
 Durchschnittsvolumen eines Astrozyten in mm³ 0,0000255723 in µm³ 25.572,30 
 Gesamtvolumen aller Astrozyten im untersuchten Areal in mm³ 0,0121724148 in µm³ 12.172.414,80 
 
Überlappungsfaktor       = Gesamtvolumen der Astrozyten in mm3 
  Gesamtvolumen der untersuchten Areale in mm3 
     
             = 0,401   
 
Aus der folgenden Grafik ist ersichtlich, dass der Überlappungsfaktor, analog zur 
Volumenberechnung (Kapitel 3.1.)  innerhalb der einzelnen Gruppen einer großen 
Streuung unterliegt. Beispielsweise liegt der höchste Wert des Überlappungsfaktors in 
der Gruppe der jungen Doppel-knock-out-Mäuse bei 0,78 während der niedrigste Wert  
0,1 beträgt (Abb. 22). 
 
Abb. 22: Überlappungsfaktor der Astrozyten der Versuchstiere  
 
Als Mittelwerte für die einzelnen Gruppen ergeben sich folgende 
Überlappungsfaktoren: 0,68 ± 0,26 für die jungen Wildtyptiere, 0,36 ± 0,32 für die 
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jungen Doppel-knock-out-Tiere, 0,73 ± 0,17 für die adulten Wildtyptiere und 0,57 ±  
0,32 für die adulten Doppel-knock-out-Tiere.  
Im Gruppenvergleich wird ersichtlich, dass es zwischen den einzelnen Gruppen keine 
signifikanten Unterschiede gibt, auch wenn die Tendenz zu sehen ist, dass die 
Überlappungsfaktoren bei den Doppel-knock-out-Tieren etwas kleiner sind.  
Das zeigt sich auch in Abb. 23, in der die Mittelwerte der Überlappungsfaktoren für alle 
Wildtyp-Mäuse bzw. alle Doppel-Knock-out-Mäuse zusammengefaßt wurden.  
 
Abb. 23: Vergleich des Überlappungsfaktors Kontrollgruppe vs. Doppel-knock-out-Gruppe 
 
3.4 Zusammenfassung 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es einen Unterschied in den durch 
die Astrozyten okkupierten Volumina zwischen den Wildtyp-Tieren und den Doppel-
Knock-out-Tieren gibt. Bei den juvenilen Tieren ist dieser Unterschied signifikant: Die 
okkupierten Astrozytenvolumina der jungen Doppel-Knock-out-Tiere sind kleiner als 
die der Wildtyptiere. Diese Tatsache weist auf einen erheblichen Einfluss der 
Intermediärfilamente auf das Wachstum und die Entwicklung der Astrozyten im 
Hippokampus hin. 
Bei der Ermittlung der Astrozytendichte konnten für die einzelnen Gruppen ähnliche 
Werte gefunden werden. Lediglich in der Gruppe der adulten Wildtyptiere lag die 
Anzahl der Astrozyten signifikant höher als bei den jungen Wildtyp-Tieren.  
Für den zu berechnenden Überlappungsfaktor ergaben sich daraus zwar kleinere Werte 
in den Gruppen der Doppel-Knock-out-Tiere, allerdings waren die Unterschiede im 
Vergleich zu den Wildtyp-Tieren nicht signifikant. 
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Abschließend lässt sich bei einem Überlappungsfaktor < 1 in allen Gruppen feststellen, 
dass es nicht zu einer Überlappung der Fortsätze benachbarter Astrozyten kommt.
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4 Diskussion  
 
Ziel dieser Arbeit war es, genaue Aussagen über das von einem Astrozyten okkupierte 
Volumen im Hippokampus zu treffen, Zellzählungen in bestimmten hippokampalen 
Arealen vorzunehmen und daraus schlussfolgernd festzustellen, ob und in welchem 
Ausmaß Domänen benachbart liegender Astrozyten sich überlagern. 
 
4.1 Methodendiskussion 
Zu Beginn des vorliegenden Kapitels sollen die Auswahl der angewendeten Methoden 
dargestellt und mögliche Fehlerquellen, die zur Ergebnisverfälschung führen könnten, 
diskutiert werden. Nachfolgend wird ein Vergleich der ermittelten Ergebnisse mit 
bereits vorliegenden Erkenntnissen und Veröffentlichungen durchgeführt. 
 
4.1.1 Auswahl eines geeigneten immunhistochemischen Astrozytenmarkers 
4.1.1.1 Glykogenphosphorylase  
Glykogen ist als mobilisierbare Glukosespeicherform des Körpers bekannt und dient als 
Energielieferant. Die Ergebnisse zahlreicher Untersuchungen weisen auf Leber und 
Skelettmuskulatur als Hauptreservoir hin. Gleichzeitig dient Glykogen als 
Hauptenergiereserve des ZNS und befindet sich hauptsächlich in Astrozyten. 
Die Glykogenphosphorylase ist das Schlüsselenzym des Glykogenabbaus. Abhängig 
von ihrem Vorkommen unterscheidet man drei Isoformen, die GP-LL (Leberisoenzym), 
die GP-MM (Skelettmuskulatur-Isoform) und die GP-BB (im ZNS). Jedes Gewebe 
zeigt eine spezifische Zusammensetzung der Isoenzyme, das sogenannte 
Isoenzymmuster (David et al. 1986, Richter et al. 1983). 
Nach Pfeifer-Guglielmi et al. (2000) konzentriert sich das Auftreten der Isoenzyme GP-
MM und GP-BB im ZNS in erster Linie auf Astrozyten. Gleichzeitig lässt sich die 
Isoform GP-BB auch in zentralen sowie peripheren Nervenzellen nachweisen (Pfeiffer-
Guglielmi et al. 2006). 
Wie in Kapitel 2.2.2.1 beschrieben erfolgte eine zusätzliche immumhistochemische 
Färbung der Präparate mit GP (siehe Abb. 24). Zur Verifizierung der 
Astrozytenauszählung mit Hilfe der GP erfolgte eine gleichzeitige astrozytäre 
Markierung mit S100β. 
Aufgrund der in der Literatur erwähnten unselektiven Markierung aller GP-Isoenzyme 
lässt sich eine Fehlerquelle im Bereich der Astrozytenauszählung durch zusätzlichen 
GP-Nachweis in Neuronen vermuten. Tatsächlich ergaben sich bei 
Diskussion   
    
 38 
Vergleichauszählungen Differenzen zwischen GP- markierten Zellen und S100β-
positiven Astrozyten, während es zu einem hohen Prozentsatz zu einer 
Übereinstimmung der Zellzahlen S100β- und GFAP-positiver Astrozyten bei den 
Wildtypmäusen kam. Aufgrund der mangelnden Differenzierbarkeit von Astrozyten und 
Neuronen bei der GP-Markierung entschieden wir uns gegen die Verwendung dieser 
Färbemethode. 
 
 
Abb. 24: Immunhistochemische Doppelmarkierung der Astrozyten mit S100β (grün) und 
Glykogenphosphorylase (rot), (Original) 
 
 
4.1.1.2 Glutaminsynthetase 
Glutamin gilt als wichtige Transport- und Entgiftungsform für Ammoniak und stellt das 
Endprodukt der GS dar. Es beeinflusst die Zellproliferation inhibiert Apoptosevorgänge 
(Haberle et al. 2005, Savchenko et al. 2000). 
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Hauptaufgabe der GS ist die Detoxifikation von Ammoniak durch die Bindung dieses 
Stoffes an Glutamat, wodurch Glutamin entsteht. Gleichzeitig spielt die GS eine 
Schlüsselrolle im Neurotransmitterrecycling sowie bei der metabolischen Regulation 
des Glutamats. Das Vorkommen des Enzyms GS ist vorwiegend auf Astrozyten sowie 
in retinalen Müllerzellen beschränkt. 
In der vorliegenden Arbeit wurden immunhistochemische Markierungen an 
Gehirnschnitten (siehe Abb. 25) auch mit GS-Antikörpern durchgeführt (Kapitel 
2.2.2.2). Bei der vergleichenden Betrachtung und Auswertung der 
immunhistochemischen Schnitte zeigten GFAP- und S100β-Markierung jedoch eine 
höhere Spezifität für Astrozyten und eine bessere Bild- und Nachweisqualität. Deshalb 
wurde bei den weiteren Untersuchungen auf eine Verwendung der GS als astrozytären 
Nachweismarker verzichtet. 
 
 
Abb. 25: Immunhistochemische Astrozytenmarkierung durch Glutaminsynthetaseantikörper (Original) 
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4.1.1.3 S100β  und GFAP 
Die Suche nach einem spezifischen astroglialen Marker, welcher methodisch sicher und 
zuverlässig eingesetzt werden kann, erfordert die möglichst 100%ige Nachweisbarkeit 
der gesuchten Zellpopulation durch dieses Antigen. GFAP und S100β gelten heute als 
die wichtigsten astrozytären Markerproteine.  
Nach neuesten Erkenntnissen geht man von der Möglichkeit einer GFAP-negativen 
Subpopulation der Astrozyten aus, gleichzeitig ist der GFAP-Gehalt des Gewebes 
abhängig vom Funktionszustand der Astrozyten (Ling et al. 1973, Walz et al. 1998).  
Bei hoher astrozytärer Spezifität der GFAP-Nachweismethoden weisen diese jedoch 
deutliche Mängel in ihrer Aussagekraft über die Morphologie der Einzelzelle auf. So 
beschreiben Bushong et al. (2002), dass nur ca. 15 % des Gesamtvolumens eines 
Astrozyten GFAP-positiv ist.  
Des Weiteren sind ein Teil der in dieser Arbeit untersuchten Versuchstiere GFAP-/-. 
Diese Kriterien machten es notwendig, S100β (siehe Abb. 26) als 
Hauptnachweismarker der astrozytären Zellzählung zu verwenden (Savchenko, 
McKanna et al. 2000). In vergleichenden Untersuchungen konnte durch die 
GFAP/S100β-Doppelmarkierung eine Astrozytenzählung der Kontrollgruppe der 
Wildtyptiere erfolgen und somit eine Aussage über den Anteil der GFAP-positiven 
Astrozyten an der S100β-positiven Astrozytenpopulation geliefert werden. Dabei erwies 
sich S100ß als zuverlässiger Marker der Astrozytenpopulation. 
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Abb. 26: Immunhistochemischer Astrozytennachweis durch S100β-Antikörper der Maus im 
Hippokampus (Original) 
 
 
4.1.1.4 Ausschluss der Lipofuscineigenfluoreszenz durch Sudan Schwarz 
Das fluoreszierende Pigment Lipofuscin akkumuliert mit zunehmendem Alter im 
Zytoplasma der Zellen des ZNS (Brizzee et al. 1974). Aufgrund seines breiten 
Exzitations- und Emissionsspektrums kann die Lipofuscinanreicherung die Nutzung des 
LSM mit Fluoreszenztechnik verfälschen (Dowson 1982). Dies macht es notwendig, 
eine Lipofuscineigenfluoreszenz durch histochemische Färbemethoden wie z.B. 
Verwendung von Sudan Schwarz in den Gruppen der alten Tiere zu reduzieren. Nach 
probeweiser Anwendung von Sudan Schwarz in der Gruppe der alten Versuchstiere 
konnte beim Vergleich mit nicht Sudan-Schwarz behandelten Schnitten keine relevante 
Eigenfluoreszenz nachgewiesen werden. Daraufhin wurde auf dieses Vorgehen bei den 
restlichen Tieren verzichtet. 
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4.1.2 Astrozytendarstellung durch die Silberimprägnation nach Golgi-Bubenaite 
Zur morphometrischen Volumenmessung und morphologischen Beurteilung der Zellen 
sowie Darstellung möglicher Überlagerungen von benachbarten Astrozyten wurde die 
Golgi-Silberimprägnationstechnik nach Bubenaite verwendet (Bubenaite 1929, Romeis 
1989). 
Seit Jahrzehnten nur leicht modifiziert, zeichnet sich diese Nachweismethode durch 
nahezu vollständige Darstellung einer Zelle von Soma bis in ihre feinsten Ausläufer aus 
(Kosaka et al. 1986). Ein „eigentlicher“ Nachteil dieses Verfahrens ist die 
unvollständige Anfärbung von Zellpopulationen. Die daraus folgende Abbildung einer 
aus dem Gewebeverbund herausgelösten Einzelzelle ist jedoch von entscheidendem 
Vorteil für die morphometrische Detailuntersuchung und verstärkt die Übersichtlichkeit. 
Da die Färbemethode nach Golgi charakteristischerweise als Darstellungsmethode für 
verschiedene Gewebearten (z.B. Nervenzellen und Blutgefäße) fungiert, kommt es nicht 
zu einer selektiven Anfärbung von Astrozyten, sondern gleichzeitig zu einer 
undifferenzierten Silberimprägnation von Umgebungsgewebe. 
Aus diesem Grund war eine sorgfältige Auswahl solitär lokalisierter Astrozyten 
unerlässlich. 
Diese ungewollte Silberimprägnation von umliegenden Strukturen sowie die 
individuelle Morphologie der Astrozyten machte eine Vermessung per 
Computerprogramm unmöglich; jeder Einzelschnitt musste manuell vermessen werden. 
 
4.2 Individuelle Fehlerquellen bei der Bildbearbeitung 
Jede durch den Untersuchenden durchgeführte Vermessung und Auszählung unterliegt 
subjektiven Einflüssen, was zusätzliche Fehlerquellen birgt. Um diese bei den 
vorliegenden Untersuchungen auszuschließen bzw. möglichst gering zu halten, wurde 
eine kontinuierliche Doppelvermessung sowie Zweitzählung durch ein weiteres 
Mitglied der Forschungsgruppe durchgeführt. Bei einem Vergleich der ausgewerteten 
Ergebnisse wurden keine nennenswerten Abweichungen festgestellt.  
Dieses Prinzip der gegenseitigen Kontrolle fand gerade bei der Volumenberechnung der 
Astrozyten (Kapitel 2.3.2.1) und bei der hippokampalen Zellzählung (Kapitel 2.3.2.2) 
Anwendung. Weiterhin erfolgte eine stichprobenweise Vermessung und Auszählung 
des Hippokampus durch die den Kortex untersuchenden Doktoranden, ebenfalls ohne 
nennenswerte Differenzen zwischen den Resultaten beider Untersuchungsgruppen. 
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Diese Resultate zeigten, dass der mögliche individuelle Fehler bei Vermessung und 
Auszählung zu vernachlässigen war. 
 
4.3 Mögliche biologische Störgrößen 
Die Arbeit mit biologischem Material unterliegt grundsätzlich großen interindividuellen 
Variationen mit erhöhter Störanfälligkeit. 
Dies beruht auf vielfältigen Einflussfaktoren wie beispielsweise dem unterschiedlichen 
genetischen Hintergrund der Versuchstiere, den wechselnden Umwelteinflüssen und der 
individuellen Reizverarbeitung mit charakteristischer Anpassung des Organismus. Eine 
weitere Rolle spielen Unterschiede in Alter und Geschlecht sowie der soziale 
Hintergrund der genutzten Tiere. 
Aus diesen Gründen wurden den in dieser Arbeit verwendeten Doppel-knock-out-
Tieren (adult und juvenil) Wildtyptiere (adult und juvenil) im gleichen Alter und mit 
ähnlichem Background gegenübergestellt, die unter entsprechenden Bedingungen 
aufgezogen, gehalten und getötet wurden. 
Betrachtet man Astrozyten im Gewebeverband, muss beachtet werden, dass die 
Untersuchung dieser Zellen vom aktuellen Zustand des Organismus und 
dementsprechenden metabolischen Einflüssen geprägt ist. Somit spiegelt diese 
Untersuchung nur den augenblicklichen Gesamtstatus wieder. 
Fehlerquellen, die auf biologische Störfaktoren zurückzuführen sind, lassen sich auch 
durch standardisierte Untersuchungen nur begrenzt ausschließen. 
 
4.3.1 Berücksichtigung der Präparatschrumpfung  
Die bei der Präparatherstellung eingesetzten Methoden führen auch bei vorsichtiger und 
sachgemäßer Anwendung zur Veränderung des Gewebes. So führt die verwendete 
Fixierung zu einem Wasserverlust des Gewebes; dies äußert sich in einer Schrumpfung 
des Gewebeblockes. 
Die Schrumpfung des Gewebes ist vor allem bei Betrachtung absoluter Zahlenwerte, 
wie z.B. Bestimmung von zellulären Domänen und absoluter Zelldichten im Gewebe zu 
beachten. Im Gegensatz dazu kann bei Untersuchungen von Verhältnisrelationen die 
Gewebeschrumpfung vernachlässigt werden, wenn sie bei beiden eingesetzten 
Methoden ein ähnliches Ausmaß aufweist. Dies war bei unseren Präparaten der Fall und 
die berechneten Überlappungsfaktoren konnten daher ohne weitere Korrektur verwendet 
werden. 
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4.4 Ergebnisdiskussion  
4.4.1 Astrozyten in GFAP-/- und Vimentin-/- - Versuchstieren 
1999 generierten Pekny et al. gendefiziente Versuchstiere mit fehlender Expression von 
GFAP und Vimentin, deren Nachkommen als Versuchstiere für diese Arbeit genutzt 
wurden. Charakteristisch für die GFAP-Vimentin-defizienten Tiere ist die fehlende 
Synthese der Intermediärfilamente ihrer Astrozyten unter physiologischen sowie unter 
pathologischen Bedingungen. Basierend auf dieser Tatsache eignen sich die 
Versuchstiere besonders für Untersuchungen in Hinblick auf die Funktion der 
Intermediärfilamente bei traumatischen und degenerativen Prozessen des ZNS und der 
nachfolgenden Glioseprozesse. 
Untersuchungsergebnisse von Wilhelmsson et al. (2004) beschrieben eine gesteigerte 
posttraumatische neuronale Regenerationsfähigkeit der Doppel-knock-out-Tiere, wobei 
es in der frühen Schädigungsphase durch eine gestörte astrozytäre Versorgungsfunktion 
zu einem verstärkten neuronalen Untergang kam. Diese Beobachtungen können auf eine 
verminderte reaktive Glianarbenbildung durch Ausschaltung der 
Intermediärfilamentsynthese zurückgeführt werden. Gleichzeitig kommt eine verstärkte 
neuronale Regeneration vor. 
Die vorliegenden Untersuchungen konnten durch Vergleiche mit Wildtyptieren bestätigt 
werden. Seil (1986)  belegte die durch Glianarbenbildung bedingte verminderte 
Einsprossung neuronaler Fortsätze in das verletzte Gebiet, es kommt zu einer 
abgeschwächten posttraumatischen neuronalen Regeneration.  
Auch Liuzzi et al. (1987) beschrieben eine Hemmung der axonalen Wiederherstellung 
nach einer ZNS-Läsion gerade in der Umgebung von reaktivierten Astrozyten mit 
gesteigerter Intermediärfilamentsynthese. Weiterführende Untersuchungen von Pekny et 
al. (1995) beschäftigten sich intensiv mit Entwicklung, Sozialverhalten, Lernprozessen 
sowie motorischen Fähigkeiten der Doppel-knock-out-Versuchstiere. Dabei konnten 
keine pathologischen Befunde nachgewiesen werden. 
Astrozyten als wichtiger Bestandteil der Kompartimentgrenzen im ZNS bilden z.B. 
Teile der Blut-Hirn-Schranke aus. Bei der Entwicklung der gendefizienten Mäuse, ohne 
zusätzliche Einwirkung von externen Noxen oder Traumata, kommt es zu einer 
normgerechten Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke, während zusätzlich pathologisch 
beeinflusste Tiere nicht in der Lage waren, eine vollständig funktionsfähige Blut-Hirn-
Schranke auszubilden (Pekny 2001). 
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Zur Aufrechterhaltung der neuronalen Funktionsfähigkeit sind, wie in Kapitel 1.1.1.1 
beschrieben, Astrozyten unerlässlich. Zusammenhänge zwischen 
Intermediärfilamentsynthese und regelrechter Astrozytenfunktion sind zum heutigen 
Zeitpunkt noch ungeklärt und aus diesem Grund Gegenstand des Interesses dieser 
Doktorarbeit. 
In Zellkulturen mit GFAP-/--Astrozyten konnten keine Ausfälle der charakteristischen 
astrozytären Funktionen wie z.B. Glukoseaufnahme beobachtet werden (Pekny, 
Eliasson et al. 1999). Gleichzeitig gelang es Pekny et al. jedoch, einen 200%igen 
Anstieg der intrazellulären Glutaminkonzentration nachzuweisen. 
Bei Untersuchungen des Kleinhirns von GFAP-/--Mäusen durch Shibuki et al. (1996) 
zeigte sich eine verminderte neuronale Erregbarkeit, welche auf eine Störung der 
funktionellen Einheit zwischen Neuron und Astrozyt zurückzuführen ist. 
Die eigenen Ergebnisse unterstützen diese Deutung: Sehr wahrscheinlich ist die 
verminderte „Versorgungsdichte“ der Astrozyten dafür verantwortlich.  
 
4.5 Literaturvergleich 
Beim Studium der aktuellen Literatur zu Zellzählungen und Zellmorphologie im ZNS  
ist eine große Spannbreite in den veröffentlichen Ergebnissen auffällig. 
Diese Resultate können mit der unterschiedlichen methodischen Vorgehensweise sowie 
durch Versuchstiere verschiedener Spezies mit differierendem genetischen Hintergrund, 
Alter und Geschlecht erklärt werden. Gleichzeitig muss beim Vergleich der Ergebnisse 
auf die untersuchte ZNS-Region und Zellpopulation Rücksicht genommen werden. 
Besonders zu beachten ist, dass einige Forschungsgruppen ihre Untersuchungen auf 
Soma oder Fortsätze der Astrozyten beschränkt haben (Wilhelmsson, Li et al. 2004). 
Auch ist bei Beobachtungen an biologischem Material zwischen in vivo und in vitro 
Bedingungen zu unterscheiden.  
Da in unseren eigenen Untersuchungen keine Korrektur der Schrumpfung erfolgte sind 
unsere Zahlen nur bedingt mit den Angaben aus der Literatur vergleichbar. 
Als Ergebnis der vorliegenden Arbeit zeigt sich ein durchschnittliches von einem  
Astrozyten okkupiertes Volumen von 48.000 µm³ im Hippokampus (Stratum 
moleculare und Stratum radiatum) (Ogata et al. 2002) von juvenilen Wildtypmäusen. 
Bushong et al. beschrieben 2002 für einen Monat alte Ratten im Hippokampus (Stratum 
radiatum) ein astrozytäres Volumen von 66.000 µm³. Die Untersuchungen basierten auf 
intrazellulären Farbstoffinjektionen. Zur Auswertung wurde ein LSM benutzt. 
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Andere am Hippokampus der Maus durchgeführte Studien ergaben durch intrazelluläre 
Injektion von Alexa 488 und Lucifer Yellow ein durchschnittliches Volumen der 
Astrozyten von 83.000 µm³. Die Tiere waren 3 Monate alt . 
Weitere Messungen an Astrozyten wurden von Wilhelmsson et al. (2006) durchgeführt. 
Es handelte sich um 6 Monate alte Wildtypmäuse. Bei diesen Tieren wurde ein 
durchschnittliches Astrozytenvolumen von 43.000 µm³ ermittelt. Der 
Astrozytennachweis erfolgte durch Alexa 488 und Lucifer Yellow 
Fluoreszenzmarkierung im Hippokampus (Gyrus dentatus). Diese Ergebnisse sind 
vergleichbar mit den Resultaten der vorliegenden Arbeit. 
Da die Altersentwicklung einen entscheidenden Einfluss auf die Astrozytenvolumen 
hat, können die großen Abweichungen der Volumina der Astrozyten zwischen den 
Tieren der vorliegenden Arbeit und den Ergebnissen aus der Vergleichsliteratur auf das 
unterschiedliche Alter der untersuchten Mäuse sowie auf die abweichende Methodik 
zurückgeführt werden. 
Die Tatsache, dass ähnliche Resultate unter Nutzung differierender Vorgehensweisen 
vorliegen, spricht für die Aussagekraft der eingesetzten Methoden. 
Hinweise des starken Alterseinflusses auf die Astrozytenvolumina liefern auch die 
Daten von Chvatal et al. (2007), die im Kortex ca. 1 Monat alter transgener Mäuse ein 
durchschnittliches Astrozytenvolumen von 15.000 µm³ ermittelten. 
Im Hippokampus der untersuchten juvenilen Wildtyptiere (5 Monate alt) ergab die 
Zellzählung einen Wert von 14.303 Astrozyten pro mm³. Vergleichend hierzu fand die 
Untersuchungsgruppe von Ogata und Kosaka 2002 eine hippokampale 
Astrozytenanzahl von 24.000 pro mm³, wobei die Astrozytenmarkierung ebenfalls 
durch  S100β erfolgte (siehe Abb. 27). 
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Abb. 27: Vergleichende Astrozytenzählung im Hippokampus von ca. 5 Monaten alten Wildtyptieren 
durch immunhistochemische S100β Markierung der Astrozyten 
 
Bei derartigen immunhistochemischen Untersuchungen ist zu berücksichtigen, dass 
bestimmte Autoren (Savchenko, McKanna et al. 2000, Walz and Lang 1998) von einer 
GFAP-negativen Astrozytensubpopulation berichten. Zusätzlich beschreibt Yang et al. 
(1995) S100β-positive Neuronen und Oligodendrozyten (Ogata und Kosaka 2002).  
Weitere Astrozytenzählungen im Bereich des Hippokampus der Ratte wurden von Walz 
und Lang (1998) durchgeführt. Sie beschreiben Zellzahlen von 43.000 Astrozyten pro 
mm³. Bei diesen Untersuchungen diente auch GS als Astrozytenmarker.  
Die starke Schwankung  der Astrozytenanzahl in verschiedenen Publikationen kann 
einerseits auf die unterschiedlichen Tierspezies und andererseits auf die differierenden 
immunhistochemischen Nachweisverfahren zurückgeführt werden. Zusätzlich wurde 
von der Forschungsgruppe um Walz und Lang eine mögliche Gewebeschrumpfung 
nicht berücksichtigt.  
In unserem Partnerlabor Bonn erfolgten vergleichende Untersuchungen durch Prof. 
Steinhäuser, deren Ergebnisse bisher nicht veröffentlicht wurden. Hier wurde GFAP-
exprimierende Astrozyten mit einem Farbstoff markiert, um die Dichte der gekoppelten 
Zellen zu bestimmen. Weiterhin ermittelte die Arbeitsgruppe um Prof. Steinhäuser an 
Mäusen vergleichbaren Alters im Stratum radiatum und Stratum moleculare des 
Hippokampus eine durchschnittliche Zelldichte von 15.000 Astrozyten pro mm³ wobei 
GFAP als Astrozytenmarker diente (siehe Abb. 28). 
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Abb. 28: Vergleichende Astrozytenzählung im Hippokampus von Wildtyptieren der Kontrollgruppe 
durch immunhistochemische GFAP-Immunmarkierung von Astrozyten 
 
  
Wir führten in unserer Arbeit eine vergleichbare Zellzählung an GFAP-gefärbten 
Wildtyptieren einer Kontrollgruppe durch, wobei sich die Ergebnisse mit den Resultaten 
der Forschungsgruppe um Prof. Steinhäuser annähernd vergleichen ließen. 
Die Übereinstimmung der Ergebnisse weist auf die Zuverlässigkeit der Methodik hin. 
Generell kann eingeschätzt werden, dass sich die eigenen Ergebnisse unter 
Berücksichtigung der erwähnten Schrumpfungsproblematik recht gut in die 
Literaturwerte einordnen lassen. Damit kann eine Diskussion der Ergebnisse erfolgen. 
Weitere Untersuchungen der bonner Arbeitsgruppe lieferten Hinweise auf eine GFAP-
negative und S100β-positive Astrozytenpopulation im Hippokampus. Bei 
immunhistochemischer Doppelmarkierung zeigen sich ca. 12 % der S100β-positiven 
Astrozyten GFAP-negativ. 
Von unserer Forschungsgruppe wurden bei vergleichenden Untersuchungen an Tieren 
der Kontrollgruppe nur 3,7 % der S100β-positiven Astrozyten als GFAP-negativ 
gewertet (siehe Tabelle 1). Da ein Teil unserer Tiere jedoch GFAP-defizient war, schloß 
sich die Verwendung von GFAP als Astrozytenmarker aus.  
Literaturrecherchen legen nahe, dass sowohl GFAP als auch S100β relativ spezifische 
Astrozytenmarker sind, wobei jedoch bekannt ist, dass S100β grundsätzlich in einem 
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größeren Anteil von Astrozyten nachgewiesen werden kann. Dies führte zum Verdacht 
auf das Vorliegen einer GFAP-negativen Subpopulation. Gerade die differierenden 
Untersuchungsergebnisse verschiedener Forschungsgruppen sollten Anlass für 
weiterführende Gliazelluntersuchungen geben. 
Ableitend aus den gewonnenen Daten lässt sich bei den Wildtypmäusen ein im 
Altersunterschied abnehmendes Durchschnittsvolumen der Astrozyten bei zunehmender 
Astrozytendichte beobachten. Dies entspricht einem relativ konstant bleibenden 
Überlappungsfaktor benachbart liegender Astrozyten im Vergleich von jungen und alten 
Wildtyptieren.  
Der Überlappungsfaktor von 0,7 bei den Wildtyptieren ist jedoch deutlich höher als bei 
den Doppel-knock-out-Mäusen mit einem Überlappungsfaktor von 0,49, obwohl keine 
statistische Signifikanz nachweisbar war.  
Der Grad der Überlappung von Astrozyten wurde von Ogata und Kosaka (2002) mit 
Hilfe der intrazellulären Farbstoffinjektion (Lucifer Yellow; Alexa 488) untersucht. Sie 
unterteilten einen Astrozyten in gleichgroße Zonen (innere; intermediäre und äußere-
periphere Zone). Dabei zeigte sich, dass es nur im äußeren Randbereich zu 
Verflechtungen der Fortsätze benachbart liegender Astrozyten kommt. Diese von zwei 
Astrozyten eingenommene Region wird als Überlappungsregion bezeichnet, sie beträgt 
max. 5 % des Gesamtastrozytenvolumens.  
Auch Wilhelmsson et al. (2006) beschrieben eine quantitative Überlappungszone 
zwischen benachbart liegenden Astrozyten von ca. 3 %. Interessanterweise nimmt diese 
Überlappungsdomäne bei reaktiven Astrozyten leicht (auf 4,5 %) zu, wobei es nicht zu 
einer signifikanten Volumenänderung der Astrozyten kommt. 
 
4.6 Schlussfolgerung 
In der vorliegenden Arbeit zeigten die Resultate der mittels Golgi-Silberimprägnation 
bearbeiteten Präparate bei der Volumenauswertung der Astrozytendomänen im 
Hippokampus ein deutlich reduziertes Volumen der Intermediärfilament-defizienten 
Tiere im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren. Dieser Unterschied war besonders bei den 
jungen Tieren auffällig. Im Gegensatz hierzu erbrachte die auf der Grundlage der 
immumhistochemischen Färbung durchgeführten Zellzählungen annähernd gleiche 
Werte in allen Gruppen. Entsprechend wurde rechnerisch ein kleinerer 
Überlappungsfaktor in den Gruppen der Doppel-knock-out-Tiere nachgewiesen. 
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Der durchgehend bei allen Gruppen unter eins liegende Überlappungsfaktor weist auf 
die besondere Vulnerabilität der Hippokampusregion hin. Resultierend hieraus zeigt 
sich einerseits eine aufgrund der reduzierten astrozytären Versorgung verminderte 
neuroprotektive Funktion der Astrozyten,  andererseits kommt es aufgrund der 
fehlenden Intermediärfilamente im Rahmen der verminderten Glianarbenbildung zu 
einer verstärkten neuronalen Regenerationsfähigkeit. 
Bei einem Überlappungsfaktor > 1 wäre aufgrund der astrozytären Mehrfachversorgung 
eines Gewebeabschnittes ein Ausfall von Gliazellen besser kompensiert und somit die 
neuronale Funktionsfähigkeit erhalten. 
.
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Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre beweisen, dass die 
Informationsverarbeitung im ZNS auf eine ausgewogene Interaktion zwischen den 
Neuronen und den Astrozyten im Sinne eines funktionellen Netzwerkes angewiesen ist. 
Allerdings liegen nur unzureichende Erkenntnisse über den strukturellen Charakter 
dieser symbiotischen Beziehung vor.  
Zu den grundlegenden Aufgaben der Astrozyten gehört die Modulation der 
synaptischen Aktivität von Neuronen, Aufrechterhaltung der extrazellulären 
Homoöstase, Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke, Pufferung der lokalen 
Kaliumkonzentration und die Synthese von Zytokinen, Wachstumsfaktoren sowie 
Neurotransmittern. 
Ein Hauptbestandteil des Zytoskelettes der Astrozyten stellen die Intermediärfilamente 
(z.B. GFAP, Vimentin) dar. Funktionell dienen sie dem Aufbau von Zell-Zell-
Kontakten, der Stabilisierung des Zytoskelettes und der Verankerung der Zellorganellen 
im Zytoplasma.  
Charakteristisch für den strukturellen Aufbau der Astrozyten ist das GFAP, welches 
hauptsächlich in den Zellfortsätzen lokalisiert ist. Aktuelle Forschungen legen nahe, 
dass es sowohl unter physiologischen Alterungsprozessen als auch im Rahmen von 
pathologischen Vorgängen im ZNS (beispielsweise chronischer Alkoholabusus, 
Alexanderkrankheit, Ischämien und Epilepsie) zu einem prozentualen Anstieg der 
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GFAP-Expression kommt, wobei der Einfluss dieser erhöhten GFAP-Synthese auf die 
Funktionsfähigkeit der Astrozyten noch nicht umfassend geklärt werden konnte. 
Im Zentrum dieser Dissertation steht deshalb die Fragestellung, haben Alter und 
Intermediärfilamente (GFAP, Vimentin) Einfluss auf Morphologie und Zellzahl der 
Astrozyten im Hippokampus einer Maus? 
Initial erfolgte die Volumenbestimmung der Astrozytendomänen mittels LSM-
Aufnahmen im Reflexionsmodus sowie Vermessung nach Bearbeitung der Präparate 
mit der Silber Imprägnationstechnik. Die Domäne eines Astrozyten stellt das von einem 
Astrozyten mit Soma und allen Fortsätzen okkupierte Volumen dar. 
Nach der Auswahl von S100ß als immunhistochemischen Astrozytenmarker wurde die 
Zellzählung in entsprechenden Hippokampusarealen durchgeführt. 
Aus den ermittelten Daten wurde rechnerisch der Überlappungsgrad der hippokampalen 
Astrozytendomänen bestimmt. Von entscheidendem Interesse war dabei die 
Möglichkeit einer Überschneidung benachbarter Astrozytendomänen. 
Aus den Messungen resultiert ein ca 1,6 fach grösseres Volumen der Wildtyp-Tiere im 
Vergleich zu den Doppel-knock-out-Mäusen. Im Gegensatz dazu zeigten die Ergebnisse 
der Zellzählung sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Gruppe der Versuchstiere 
eine vergleichbare Astrozytenanzahl pro mm3.  
Entsprechend lag der Überlappungsfaktor bei den Doppel-Knock-out-Tieren (0,49) 
unter dem der Wildtyp-Tiere (0,7). Die abschließende Auswertung erbrachte in allen 
Untersuchungsgruppen einen Überlappungsfaktor < 1. 
Ausgehend von der essentiellen Bedeutung der Astrozyten für die Funktionsfähigkeit 
der Nervenzellen käme es z.B. im Rahmen pathologischer Prozesse, welche mit 
Gliazellschäden einhergehen, bei einem Überlappungsfaktor < 1 zu erheblichen 
Engpässen in der neuronalen Versorgung, sowie in der Kompensation äußerer 
Einflüsse. Die Wahrscheinlichkeit irreversibler Schädigung der Nervenzellen steigt.   
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